Une polyédrose cytoplasmique d'Earias insulana Boisduval, nouvelle affection à Reovirus chez les lépidoptères Noctuidae du genre Earias by Croizier, G. et al.
Retour au menu
250 - CRotZ!ER G,, P. J,\CQCE~l.\RD, A. A.\L\RGIER, L. C1w1ztER et R. CoCJLLuro CoL Fib. Trop., 1983, yo). XXXVIII, fasc. 3 
. 
Une polyédrose cytoplasmique d' Earias insu/ana Boisduval, 
nouvelle affection à Reovirus chez les lépidoptères JVoctuidae 
du genre Earias 
Croizier G.(lj, J:acquemard P.(2), Arnargier A.(1), Croizier L.(1) et Couilloud R.(3) 
( 1l Station de rechE"rches de Pathologie comparée, I.K.R.A.-C.N.R.S, 3ü380 Saint-Chnstol-Jès-Alès. 
t2i Laboratoire d'études sur les Entomopathogènes, I.R.C.T., Cent-e de recherches du G.E.R.D.A.T., 3-1032 Montpellier Ce.;!e.-,;. 
(3) Laboratoire d'élevage et de nutrition d'Insectès, Centœ de rec'.Jerches du G.E.R.D.A.T., 34032 Montpellier Cedex. 
RÊSUMÉ 
U,,e po•yedrose cytoplasmique létale a été abservèe cbez des chenilles 
d·Earias insula:1a Bo·sd. à Maroua dans le nord du Cameroun en 1931. Le 
Re~vi•us respor.sable de la maladie se mu'tiplie un,quement dans les 
cell~!es de l'intestin moyen. Il diffère du Reovirus récemment décr't chez 
t:arfas bipfaga Wi'ç, qu, possêde un frôpis,n,, tissulaire plus large· q~e Je 
virus d'E. insulana, Lea virions des Recviruo d'E, lnsulana et d'E, b!plaga 
HOTS CLgs : Eorlas in3ulana, Earias biplaga, polyèdrose, Reovi,us. 
mesurant respectivement 60 et 55 n!l1. L'analyse dês géncmes par électro-
phorèse en gel d'acryia!l1,de des segmMts d'ARN b;catê~alre mo,tre l'absence 
de parenté en:re ces deux Reovlrus. Elle mon!«~ en outre c'iez ces virus 
une grande hétérogénéité génétlque dont la nature est discutée dans· ce 
mémoire. 
INTRODUCTION 
Parmj ]es noctuelles du genre Earias, inféodées aux. Malvales, 
deux espèces, Earias bip/aga Wlk et Eal'ias insu/ana Boisd., ont 
une incidence économique plus ou moins prononcée dans les 
cultuœs cotonnières. 
La distribution géographique d'Earias biplaga se limite aux 
zones tropicales du continent africain et à !\Jadagascar; celle 
d'E. bisulana, plus vaste que la précédente, couvre les mêmes 
régions et s'étend, en outre, depuis le bassin méditerranéen 
jusqu'au Japon, en passant par l'Inde et Je sud de la Chine. 
Alors qu'E. biplaga se rencontre dans les zones subtropicales 
humides, E. insulaua, espèce eurythcrme et plus rustique, c'ac-
commode de conditions climatiques contrastées, ce qui lui 
permet d'occuper une a.ire géographique plus étendue. 
L'application d'insecticides chimiques est le moyen habituel 
de protection des cultures cotonnières contre ces deu;,:: rava• 
geurs. Des recherches en lutte biologique sont entreprises par 
l'I.R.C.T. et portent à la fois sur l'utilisation d'entomophages 
( Trichogramma sp. et Ttichospilus sp.) et d'entomopathogènes 
(Bacillus tlmringie11sis). Un renforcement de ce programme pour-
rait être prochainement envisagé grâce à la découverte récente 
de maladies virales chez ces deux déprédateurs. 
Une polyédrose nucléaire et une polyédrose cytoplasmique ont 
été signalées au Maroc chez E. insulana (LE GALL, 1961 i, mais 
n'ont jamais fait l'objet d'une étude particulière. 
En 1970, au Centre de recherches du G.E.R.D.A.T., une mala-
die virale s'est manifestée spontanément dans les e!evages 
d'E. biptaga conduits à partir d'insectes originaires de Cète-
d'Ivoire. L'étude de cette maladie jusqu'alors non signalêe a 
mis en évidence une polyédrose cytoplasmique due à un Reo-
virus à tropisme tissulaire large (CRGIZIER et al., 1981). En 1981, 
à Maroua au Nord-Cameroun, JACQUBURD obsen·e à partir d'une 
population naturelle d'E. if!sulana, des chenilles malades pré-
sentant des polyèdres dans le cytoplasme des cellules intesti-
nales, 
Cette note a pour objet d'ètudier la polyédrose cytoplas-
mique originaire du Nord-Cameroun, de présenter les carac-
tèms histopathologiques manifestés par les larves d'E. insulana 
)ors d'infections expérimentales et de comparer par analyse de 
leur génome les deux isolats de Reovirus d'E. insiilana. et 
d'E. biplaga. 
MAT~RIEL ET MËTH0DES 
Techniques d'élevage 
Elles ont été décrites dans une note précédente (CROIZIER 
at al., 198l}, 
Techniques histologiques 
Des larves d'E. iimllana présentant des symptômes de la ma-
ladie, sont fixées, après incision du tégument, dans le liquide 
de Bouin, puis déshydratées dans une série de bains· d'alcool 
éthylique et une série de bains d'alcool butylique et, enfin, 
incluses dans le paraplast. Les coupes de 5 11m d'épaisseur sont 
colorées par la méthode de VAGD-AMARGIER (1963). 
Purification des polyèdres 
Les polyèdres sont isolés du broyat de l'intestin des larves 
d'E. insulmia et d'E. 1Jiplaga. Les intestins sont finement broy,fa 
en présence de SDS (sodium dodécyl sulfatei à 0,1 %. La suspen-
sion est fütrée sur gaz!! et les polyèdres amenés au culot 
(10 000 g, 15 min.). Les polyèdres remis en suspension dans une 
solution de SDS à 0,1 % sont centrifugés sur gradient de sucrase 
(20-60 % poids/poids, 30 000 g, 1 h). Deux ou trois cycles de cen. 
trifugation en gradient, selon les préparations, sont nécessaires 
pour obtenir de5 suspensions de polyèdres suffisamment pures, 
Les polyèdres sont lavés par plusieurs cycles de centrifugation 
en sérum physiologique dépoun;u de SDS. 
Purification des virions 
Les virions sûnt libérés par action du carbonate disodique 
0,1 M. La dissolution des polyèdres est contrôlée au micro 
scope optique. Les virions sont centrifugés dès la dissolution 
des polyèdres en gradient de sucre (gradient 15-40 % poids/poids. 
rotor SW 27.1 BECKMANN, Z0-000 RPM, 2 h). La bande contenant 
les virions est recueillie sur un collecteur automatique de 
type ISCO et les virions sont sédimentés pour l'étude au mi-
croscope électronique et pour l'analyse de l'acide nucléique 
(rotor SW 41 Ti, 35 000 RPM, 1 h 30). 
Technique de microscopie électronique 
Les virions sédimentés sont remis en suspension dans quel-
ques microlitres d'eau distillée fraîche et sont déposés sur 
grille, La préparation est contrastée négativement par le phos-
photungstate de potassium à 1 ·%. Les observations sont faites 
avec un microscope H1ncrn HU 11 C. 
Electrophorèse des segments d'ARN 
Les suspensions virales fasues des polyèdres cytoplasmiques 
d'E. insulana et d'E. bip/aga sont placées à l'incubateur pendant 
2 h à 37 °C en tampon Tris contenant 0,1 mg/ml de protéi 
nase K (MI,\LHE et al., 1983). Les électrophorèses sont conduites 
en plaques verticales de 12 cm de hauteur. La technique de 
LAEMMLI (1970) est utilisée avec un gel de tassement à 4 % et 
un gel de séparation de 6 % d'acrylamide. Les échantillons sont 
déposés sous des volumes variant de 2 à 40 µI. Un échantiUon 
de virus de polyédrose cytoplasmique de Bombyx mori est 
inclus dans la série comme référence (Ft:JII-KAWATA et Mlt:RA, 
1970). La migration électrophorétique dure 18 heures. Les gels 
sont colorés par du bromure. d'éthydium et examinés à 254 nm. 
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RËSULTATS 
Symptomatologie 
Les symptômes de la maladie chez E. i11Sulmia sont identi-
ques à ceux observés chez E. bip{aga atteint de la virnse cno-
plasmique déjà décrite. On constate chez les chenilles un re-
tard de croissance dû à un arrèt de la consommation. Les 
larves devenant inactives prennent une consistance molle et 
produisent parfois des soies avant d'avoir atteint le dernier 
stade larvaire. Lors de l'observation initiale de la virose, en 
octobre a Maroua, 37 chenilles sur les 141 prê:Ievèes aux champs, 
sont mortes après avoir présenté les symptômes de la polyé-
drose cytoplasmique. 
Histologie 
L'examen des coupes transversales de larves montre que les 
cellules de la paroi intestinale de l'intestin moyen sont infec-
tées. Les polyèdres se trouvent dans le cytoplasme des cellules 
cyllndriques, des cellules calicifotmes et des cellules de règé-
néi:ation situées près de la basale de l'épithélium (fig. L et :?J. 
Dans les cellulo::s musculaires et trachéolaires de la tunique pêri-
intestinale, il n'a pas été observé de corps d'inclusion de virus. 
Ceux-ci n'ont jamais été décelés au-delà de la membrane ba-
sale de l'épithélium intestinal du côté de la cavité viscérale. Par 
contre, du côté de la lumière intestinale, les bords ctlllulaites 
sont souvent détruits et on remarque la libération des polyè· 
dres dans le contenu intestinal (frg. !J. 
Le diamètre des polyèdres se situe généralement entre l et 
3 1.tm, mais peut parfois atteindre 4 !Jffi. 
CV 
\: 
.20µm 
-~ 
Frn. L - Partie de section transversale de l'intestin moyen de 
larve d'E. ùzsulana atteînte de virose. Polyèdres dans les cyto-
plasmes des cellules. Les J)olyèdres issus des cellules éclatées 
se trouvent dans la lumière Intestinale. 
cv : cavité viscérale ; li : lumière intestinale. Co1oration V,\GO· 
AM,\RGIER. 
~--
FIG. 2, - Fragment d'intestin montrant tous les types de cellules 
de- l'épithélium intestinal infectèes. 
cr: cellules de régénération; c cy: cellules cylindriques; c ca: 
cellules caliciformes. Co lotation V ~Go-AMARGIER. 
Microscopie électronique 
Les particules virales issues des polyèdres cytoplasmiques 
d'E. insulana et d'E. biplaga présentent divers degres de dégra-
dation (fig. 3 et 4). Sur les particules vides ou pleines, on dis-
tingue les projections caractéristiques des virions des Reovirus 
de polyédrose cytoplasmique. Les vidons du Reovirus d'E. fo. 
su/a,ia mesurent 60 nm, tandis que cemc du virus d'E biplaga 
mesurent 55 nm. 
Electrnphorèse des segments d'ARN des Reovirus 
d'E, huula1111. et d'E, biplaga 
Les segments d'ARN bicaténaire des deux Reovirus d'Earias 
sont représentés dans la figure 5. Les poids moléculaires des 
segments sont estimes en prenant pour référence !es segments 
du Reovirm de B. 111ori (fig. 6). 
Le diagramme des ARN du virus d'Earias insulana comporte 
plus de segments que celui des -polyédroses cytoplasmiques où 
le nombre habituel est de LO (fig. 5}. Sur ce diagramme, on dé-
nombr0 8 segmc;nts appars:mment èquimoléculafres, plus 
3 bandes -plus importantes correspondant à des segments de 
poids moléculaires de 0,55 >< to• ; 1,05 X Hl" et 1,15 ;.,-: 10'' da!· 
tons. Dans la bande supplémentaire la moins mobile, dti poids 
moMculaire de 2,6 x 10" daltons, il y a superposition d'au moins 
3 segments (fig. 6). Au total, le diagramme fait apparaitre 
14 segments au minimum. 
Le diagramme des ARN du viras d'E. biplaga peut être dé-
compose en un ensemble de 10 segments classiques de -poids 
moléculaire~ compris entre 0,36 et 2,5 x 10" daltons et en 
3 segments mineur.~ additionnds de poids moléculaires plus 
faibles ~fig. 5 et 6). 
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FIG. 3. - Suspension de vidons du Re0vfri.:s 
Microscopie électronique; coloration négative 
tungstaw de potassium. 
200nm 
rl 'E. in.sulana. 
au phospho-
Fm. 4. - Sus.pension de ,;1.ru:ms d.u Reo,;irus d'E. bipla:;,1. 
.Microscopie electronique: c,Aoration negath;e ::iu phospho-
tungstate de potaastum. Triangles b'.:mcs : proj,.,ctfofü ornant 
les Yirions. 
FIG. 3. - Comparaison en gel 
de polyacrylamide des segments 
tL\RN" bicatenalœ des Reovirus 
de'l po1yedroses cytoplasmiques 
d'Eada$ il1sula11a et Eariac; 
blpiar;a. 
:. ·i Reovirus de la polyedrose cy-
toplasmique de Bo11;brx mcri, 
Reovirus de réforence. 
1)) Reo,irus d'E. biplaga. mon-
trant les 10 segments ma-
jeurs. 
Char-
ge! 
èvi-
mi-
~J Reorirus d1 E. biplaga. 
gement împortant du 
permc;ttant la mise en 
do;:;nce de tro-\s -sêgmants 
n,mrs (triangles blancs'!. 
di Reovirm d'E. insul.:ma. prJ-
sè1:1ce de 12 bandes d'inten-
si.,é variable. 
Fkche blanche : sens de migra-
tion des ARN. 
B. mori 
a 
E.biplaga 
6 
8 
9 
10 
2,55 
2,42 
2,03 
1,87 
1,1 2 
0,84 
0,62 
0,56 
0,35 
1 2 3 
4 
5 
6 
9 
10 
11 
12 
1.3 ---· 
2,50 
2,20 
2,1 0 
1,1 0 
0,76 
0,72 
0,50 
0,36 
0,23 
0,21 
b C d 
E. insulana 
123 
4 
5 
14 
260 
2,30 
2,20 
1,50 
1,35 
1-25 
1,15 
1,05 
0,80 
0,66 
0,55 
0,25 
Fm. 6. - Diagramme èlectrophoretique d<ès segmèllts 
d'ARN des Reovirus des poiyedroses cytoplasmiques. 
B. morL; Reo\.ims de la ;:iolyèdrose cytoplasmique 
de Bo;nbrx mori. 
E. iii,;:ulana: Reovirus de !a'. polyédrose cytoplasmique 
d"Ealias i11sula11a. 
E. L>lplaga: Reovim3 de fa polyèdro;;e cytoplasmique 
d'Earias biplaga. 
A gauche des diagrammes figurent les numéros des 
segm'"nts. 
A drnite des diagrammes figure l'estimation des poids 
moléculaires des segments. vnit.!l: 10'' daltons. 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 
L'examen du vints isolé chez les chenilles d'E. insulana à 
Maroua en 1981 montre qu'il s'agit d'un Reovirns responsable 
d'une polyédrose cytoplasmique, doué d'un trüpisme tissulaire, 
limité aux: cellules de l'intestin moyen dont les particules mesu-
rent 60 nm. Ce virus diffère du Reov.irus d'E. biplaga qui 
possède un tropisme tissulaire plus large dont les particules 
virales mesurent 55 nm. 
Une analyse des génomes par électrophorèse. des segments 
d'A.RN confirme l'absence de parenté entre les deux ,·irus, car 
lis ne possèdent pratiquement aucun segment d'ARN de poids 
moléculaire comparable. 
Chez les deu.'I: virus, le diagramme des segments d'A&\T est 
inhabituéll. Lél Rl:)o\'Îrus d'E, biplaga · comporte trois segments 
mineurs supplémélntaires. Ces segments ne proviennent pas 
de contamination. Il a été vérifié au cours des étapes succes-
s!œs âe purification que ces trob segments sont bien liés à 
l'existence de particules virales et non à celle des impuretés 
accompagnant les v1nons trésultats non présentés). La nature 
dél ces courts segments d'ARN restél obscure en l'absence d'ana-
lyse particulier(). La complexitè du diagramme obtélnu pour Ie 
Rélovirus d'E. iusula11a indique la prèsenœ de plusieurs types 
viraux. Dans des cas analogues, l'hypothèse d'un mélange de 
deux Rem,;rus a été avanœe ou même promrée (Pwm,, 1975 ; 
PAY}..'E et RIVERS, 1976'!. Cependant, la grande fréquence des 
réassortimélnts dél segments chez les Reoviridae et l'existence 
de diverses altérations du gènome de ces virus donnent à pen-
ser que la juxtaposition de deux Reovirus n'explique pas à elle 
seule les diagrammes du type de celui que nous observons 
pour le Reovirus d'E .. insula11a (MusTOE et al., l97i:l : RumNSTEIN 
et HARI.EV, 1972; Jonu;:, 1978: R.\..\lING et. al., E183). Il en résulte 
que la divarsité gènètique des Reovirus associés au.'{ Earias est 
grande. en particulier chez E. insu/ana, et qu'on pourrait, par 
clonage des virus, extraire différents pathotypes près.::ntant un 
intérêt pour lutter contre ces ravageurs du cotonnier. 
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A cytoplasmic polyhedrosis of Earias insu/ana Boisduval, 
a new Reovirus disease in the Lepidoptera JVoctuidae of the genus Earias 
Croizier G., Jacquemard P,, Amargier A., Croizier L and Couilloud R. 
SUM.\ilARY 
A Jethal cytoplasmic J)olyhèdros,s was observ?.d in the :arvae of Earia~ 
fnsulnna Boi~d. in Maroua North Cameroons in 1931, The cau9afr,e Re,,-
v,rus rnubplled 0,1,y ,n t,ie midgut and differed frcm the polyhearosis Re:,-
virug of Emias bir,laga Wlk. whlch had o wide tissu~ trop1sm. Tt>e v·rions 
of the Reov!rus of E. insulana and E. biplaga mr,asured 60 Md 55 nm res-
pectlvely. The P.lectrnpharet!c an;ilyo;s ln ~crylam:de gel of the double 
s~tandcd RNA saqmenm rev8il'od t:1e a!Jse~1ce o;: r~!atlon:ship betv.leen the 
Reovlruaes. lt a 'so 1bowed in thê92 viruses a great genatlc diveraity the 
nature cf whic\, 1s discussed in ih1B paper. 
INTRODUCTION 
Among thél noctuids of the genus Earias damaging to thél 
Malvales, two species, Earias biplaga v,nk. and Emias insutana 
Boisd. have a gri=at élconomic incidence in the cotton growihg 
areas. 
The extélnston oE Earias /Jiplaga. is limited to the Mncan 
continélnt and Madagascar. The ,vider range of Earias i11sulana 
covers Africa, Madagascar and reaches from the Mediterranean 
basin to Japan, extending across India and the South of China. 
Whereas E. /Jiplaga is found in lmmid subtropical an~as, E, i11-
sulana which is an eurythermous species and, consequently a 
more resistant one, adapts itself to contrasted climatic condi-
tions and spreads over a more extended geographic area. 
Application oe chemical insecticides is the current means of 
protection in cotton culture agalnst both pests. A biological 
control programme ttndèrtaken by I.R.C.T. conœrning t11e use 
of entomophagous insects (Trichogram111a sp. and Trichospil-
lus sp,J and entomopathogélns (Badllus tlrnri11giensis) is 
cum:ntly nnd.-::r way. It will soon be possib1e to e.-..:tend this 
programme thanks to the recent discovery of viral diseases in 
both these pests. 
A nuclear p0Iyl1edros1s and cytoplasmic polylledrosis in 
E, inmlana had been reported in Morocco tLE GALL, 1961) but 
they ha,,:() never been particularly investigated. 
At the Research Center of the G.E.R.D.A.T. in 1970 a viral 
disease appeared spontaneously in the rearings of E. biplaga 
conducted with insects originating from Ivorv Coast. The 
study of this disease which 1:ad never been reported until then 
pro\ided evidence of a cytoplasmic polyhéldrosis due to a Reo-
virus with wide tissue tropism fCROIZIER et al., 1981). In Ma-
roua, North Cameroons, in 1931. JACQUE.MARD observed ·in a natu-
ral population oC: E. ins11la11a diseased larvae e:dubiting poly-
heclJ:a in thél cytoplasm of the gut cells. This paper deals with 
the study or the cytoplasmic polyhedrosis originating from 
North Cameroons and pi:esélnts the liistopathological characte-
ristics manifested by experimentally infected larvae of E. insu-
lana. and compares by analysis of their genome the two Reo-
virus isolates of E. insulana and E. biplaga. 
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'.\!ATERIAL AND METHOD 
Rearing techniques 
They wei:e described in a tn-·eceeding pa.per ,. CRDIZI11R er aL, 
1931). 
Histological techniques 
Lan:ae o'f E. in.suîal!a showing symptoms of the disease we.re 
6.xed in Bouin solution after incision of the integumem, dehy-
drated in a series of et!:yl akohol bath.s and a series of butyl 
alcohot baths, then embeide,:l in paraplast. 3 ir,n thi.ck sec-
tions were stained by the method of VAGO-:'hURGIER (1963 ,. 
Purification. or the polyhedra 
The poly1.1edra were isolated from the triturated gut of ~isea-
sed E. insuiaua and E. blplaga Iarvae. The guts were tmely 
ground in the presenca of O.l ~c SDS (sodium dode,;yl si.tlfo.teJ. 
The suspensi.on was füter.ed through a gauze and the polyheclra 
were pelleted (10,000 g. 15 min.!. The po~yhedra resuspe::1ded 
in a 0.1 u,i SDS solution were œr:1.tri.fuged on sucrose gradient 
(20-60·0,i weight/weigllt, 30,1)00 g. 1 houn. According to prepa-
rations. 2 to 3 gradient centrlfuga!(on cyclc5s ,vere necessary to 
obtain suspensions of sut'fidently pure polyhedra. The po[yhe-
dra v<'ere waslled by se,,eral centrifugation cyc!0s in SOS fœe 
ü.9 % Na Ct saline. 
Purification of the virions 
The virions were released by dissolution of the polyhedra 
with 0.1 J\il disodium carbonate. The dis$olutioP- was control-
led under optical microscope. The freed nnons were centrÎ· 
fuged irnmediately at'ter the dissolution of the ,:10\yhedra \gra-
dient 13-40 ~é wetght/weight rotor S\V 27.l Beckmann, 20,000 RPM, 
2 hours ). The band of virians was coUected on an ISCO type 
automatic collecwr and the virions were pelleted for electron 
microscope stutly and ,mdeic acid ana1ysis ( rotor SW TL 
3.5,GCcJ RPM, 90 min.). 
Efocti:on microsc:opy technique 
The pel!eted virions resuspended in a few microlitres of 
freshly pœpared distilld 1Nater \Vere deposited on. a grid. Tlle 
pœparation was negativs:lY comrasted with l 0"J potassium 
vhosphoiungstate. Obsenations were made under a HITACHI 
HU ll C microscope. 
Electr,n.phoresis of RNA segments 
The vira! suspensions from cytcplasmic polyhedra of E. Ùlsu-
üma and E. bipla;ga. were inwbated at 37 °C for 2 hours in a 
Tris butter containing G.l mg_,·m1 of proreinase K îMnum et 
al.. t9J3). The ekctrophoreses were conducted in vertical 12cm 
high slabs. The technique of L.fil\l\!LI (1970) was used with a 
4 "6 stacking gel and a 6 ~ i: acry1amide separation gel. The 
volum~ of the deposited samples ranged. from 2. te .,ll) 1;.l. A 
samp!e of cytor,lasmic polylredrosis vin1s of Bo•nbyx mari. was 
in:::Iuded as refernnce in the comparison of the viruses of Earias 
(Fi:;rrr-K.\W,\fA and iltiJVR\, 197rJ). The ekctrophoœtic migration 
tasted 18 hours. The gels were stained 11v;t11 ethid!um btomide 
and examined a t 254 nm. 
RESULTS 
Syrnptoinatology 
The symptoms ot the diciease 1n E Îf1.mla'la were i~entka~ 
with t110se observed in E. biplaga atfected by cytop1asm1c poly-
hedrosis. A retardation in growth due to cessatio!l of feeding 
was obsen:ed in the lar,ae. They became sluggish and llaccid 
and sometimes produced silk before they had. read1ed tl10 last 
larval instar. In Maroua. late in October 1931. 37 out of the 
Hl larvae of the population in whic,1 füe virnl disease had been 
inhially observe::!., l1;;1d dietl after they had shown symptoms of 
cytoplasmic polyhedrosis. 
Histology 
The examination of transverse sections of larvae œvealed an 
infection of the gut wall ceUs of the midgut. Po1ylledra ,vere 
seen in the cytop1asms of a!I cell types ; cylindrical œUs. goblet 
cells and tegene-ration cel1s ,ituated. near the basal membrane 
of the epithelium (fig. 1 and Zi. No virus inclusion bodies 
were observed in the muscle cdis and in the tracheal cells of 
the periintestinal sheath beyond the basal membrane of the 
gut epithelium on the side of the ~;scera1 cavity. On the other 
hand on the side of the gut lumen the ceU boarders were 
often' destroyed and freed polyhedra were seen in the gut 
contents rfig. lj, The di.am;;ter o\: the polyhedra ranged fr,lm 
1 to 3 11.rri - Sorne of them were 4 ,1m long. 
FIG. 1. - Part of transverse section or the rr.idgut oe E. im:ii-
lana l;lrvac atîected by virosis, Polyheœ:a in the cytoplasm 
of the œlls. Potyhedra freed from èisrnpted cells are in 
the gut lumen. 
cv : v1sce1:al cavity ; li : gut lumen.. Staining V,,GC·.:'\..'<L\RGIER. 
Fm. 2. - Fragment of gut revealing infection in a.Il wpes of 
cens of gut epithelium. 
cr: regeneration ceUs ; c cy: cy1indrical cetls ; c ca: goblet 
ceUs. Staining VAGC·!U.L"\RGlER. 
Electron microscopy 
The viral particles issued from cytoplasmk polyhedra of 
E. inst!lana and E. biplaga shov:,ed varions stages of dam:i.ge 
t6g. J and 4). Typical projections of the virio~3 of cytoplasmic 
polyhedros1s Remiruses were seen on the em;:ity or full par-
ticles. The:: virions of the Reovirus of E. insulaiitl measured 
60 nm whereas those of the virus of E. biplaga measured 
55 nm. 
F1G. 3. - Suspension oE ,.;rions of the Reodrus of E. in.mla11a. 
Electron microscopy : negative staining with potassium p[ms-
photungstate. 
Fm. 4. - Susvension of Yirions of the Reodrus of E. biplaga. 
Electron microscopy: negative staining wit11 potassimn phos-
photungstate. 'W1tite triangles : projections ol' virions. 
Electrophoresis of the RNA segn1ents of the Reovh11s o[ 
E. fo.nzlaua and E. biplaga 
The doub[e stranded Rt"!A segments of both Reoviruses of 
Earias ar.e shown in fig. 5. The molecule weights of the seg-
ments were estimated by taking as reference the segments of 
the Reovirus of B, mori (fig. 61. The dîagram ol.' the RKA of 
the drus of E, ii,sulan,1 includes more segments than the 
10 segments usually ob;;en;ed foi: cytopfasmic pol:yn::droses 
(fig. 51. On this diagram one counu 8 apparently equi-molar 
segments plus 3 more important bands correspond!ng to seg-
ments havlng a molectùe weigl1t of 0.53 ~<: 11l'. 1.05 Y 1ù'' and 
1.15 ·.,. lû'' daltons. lvloreover in the additional band of 
1.6 ·.< 10" daltons there is a superposition of at least 3 seg-
ments ,_fig. 61. The dlagram shows a minimum total of 14 seg-
ments, 
The diagram of the Ri\JA of the virus of E. biptaga may be 
resoh;ed in a whole of 10 usual segments having a molecule 
wheight ranging between 0.36 and 2.5 x 101 daltons and of 
3 additional minor segments having lower molecule weights 
(fig, 5 and 6}. 
FrG. 5. - Comparison in poiya-
;rylarnide gel of the doublèc 
~tranded RNA. segments of ù1e 
Reovirusès of the cytoplasmic 
po\yhedroses of B. insula11a and 
E. biplaga, 
ai Reoviruses of the cytoplas-
mic polyhedrosis of Bombyx 
mari. Reovirus of reference. 
b ·1 Reovirus of E. biplaga sho-
,ving li) major segments, 
~• Reovirus of E. biplaga. Hea-
vi.Iy over-loaded gel allowing 
the 13,:ovi.ding of evitlence of 
3 minor segments (wlrlte 
triangles}. 
di Reovin1s of E. insulana : pre-
sence of 12 bands of variable 
int;;;nsity. 
Vvlüte arrow : direction of mi-
gration of the R~A. 
Fm. 6. - Electrophoretic diagram of the R.t\!A seg-
ments of the Reo,;iruses of cytoplas:mic polyhedroses. 
B. 1110ri: Rèovfrus of the cytoplasmic polyhedrosis of 
Bomby:;; mod. 
E. iizsulana: Reovirus or the cytoplasmîc polyhedrosfa 
of Earfa; insalana. 
E. biplaga: Reovirus of the cytoplasmic polyhedrosis 
of Emias bipiaga. 
To the left or the diagrams the segments are 
numbered. 
To thè right of the d!agrams is tl1e estimate ot the 
molecule weights of t11e segmems. Unit : 10'' daltons. 
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DISCUSSION AND CONCLUSIONS 
The examination of the virus isolated frorn diseased E, insu-
/ana larvae in Maroua in 1981 showed that the infective agent 
responsible for the cytoplasmic polyhedrosis was a Reovi.rus 
with a narrow tissue tropfam !imited to the midgut cells- This 
virus diffei:ed from the Reovirus of E. blplaga in its tissue 
tropism and also i.n the size of its viral particles (55 and 
60 nm respectively for tlte Reoviruses of E. blplaga and E. in-
sulana). 
The analys,is of the genomes by electrophoresis of the RNA 
segments confirmed the absence of relationsbip between the 
two viruses which had practically no RNA segment with 
comparable molecule weight, 
The diagram of the RNA segments of bath viruses was 
unusual. The Reovirus of: E. biplaga includtèd 3 additional 
minor segments. These segments were not due to contamina-
tion. In the course of the successive purification stages it had 
been verified that these 3 segments were linked to the viral 
particles and not to contaminants (results not presentedl. The 
nature of these short RNA segments has not been particularly 
analysed and remains obscure. The complexity of thtè diagram 
obtained for the Reovirus of E. insulana indicates the presence 
of several viral types. In similar cases the mixture of the 
two Reoviruses had been assumed or even proved (PAYNE, 1976; 
PAYNE and RIVERS, 1976J. However, the high frequency of seg, 
ment reassortments in the Reoviridae and the existence of 
various alterations of the genome of the "iruses lead to the 
belief that the juxtaposition of the Reoviruses atone does not 
explain. diagram.s such as were observed for E. i11sulana (Mus, 
TOE et al., 1978; Ru1m.:smrn and HARLEY, 1978: Jm .. uL, 1978; 
RA.\\ING et al., 1983). The result is that the genetîc diversity of 
the Reoviruses of Earias is great, particularly in E. insulana 
and that it will be possible through cloning of the viruses to 
extract different interesting pathotypes in order to control 
these cotton pests. 
RESUME.N 
En 1961, se observ6 e11 Marou,. en el ~on~ del Camerun, una polredrosia 
citopJ113m1ca :etal en Jas orug,is de Eatias insu/ana Boisct. !=/ Reovln;s res. 
ponsable de la enform~aad solo se m~lt·pflca e,1 las céiulas de: lntestlno 
mtld.o, Dlflere del Reovirus recientemen!e descrito en EarJas hlpJaga. WII< .. 
ol cual pcsee un troplsmo usular mas a~cho que el v.rus de Earias insulana. 
Los vlrionea de loa Recv1rua de E. lnsulana y E. biplnga miden respectiva, 
mente 60 y 55 nm. El â 01alisis de ras genom,cs pcr e!ectraforesra en gel de 
acr:lémida d~ los S$gm~r.toa d?. ARN bicatèlnarlc muestra que r.o nay pa, 
rente-saa entri3 estas dos Reov,n19. Mueatr.a tambîén q.EJe a-xiste entre el to~ 
una gran heterogeneldad ge~ét:~~ cùyas caracteristicas eslan invesligsdag 
en este informe. 
